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HIR mtDNA 限制 性 内 切 酶 图 谱 及 其 
与 小 家 鼠 褐 家 鼠 的 亲缘 关系 
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1 中 国 科学 院 昆 明 动物 研究 所 “昆明 ”650223) (04 SF. 8397 


A 摘要 ”本 实验 用 Apa I, Ava I, Bam HI, Bef 1, Bef I. Cla I, EcoRI, 
Eco RV, Hpa I, Pst Il, Pu I, Sea I, Xba l¥UPRAMBR ADRS Hee 
(Chiromyscus chiropus) 的 mtDNA 限制 性 片段 长 度 多 杰 性 ， 并 用 双 酶 解法 构建 了 其 中 8 PRR 
限制 性 内 切 栈 图谱 。 根 据 限制 性 片段 差异 法 和 分 子 钟 ， 计 算 并 讨论 树 刀 和 小 家 图 (Mus 
musculus), 8B Rattus norvegicus) mtDNA 进 传 距离 和 亲缘 关系 。 结 果 表 明 树 鼠 与 褐 家 忌 
PRARRE, ASHSRHMH+ 1500—2000 万 年 前 ， 即 处 于 中 新 世 早 中 期 。 


es 20 GE / 
xmn we mipNA BSE. DVA ABBY rP 

高 等 动物 线粒体 DNA (mitochondrial DNA，mtDNA) 是 共 价 闭合 的 双 链 DNA, 分 
FAA 16.5 kb 左右 。mtDNA 基因 组 织 结构 简单 、 稳 定 ， 且 广 循 母系 遗传 方式 ， 在 遗 
和 传 过 程 中 不 发 生 重 组 (Brown，1983)。 利 用 限制 性 内 切 酥 处理 mtDNA， 得 到 的 限制 性 片 
段 长 度 多 态 (RFLP) 或 限制 性 内 切 醇 图 谱 既 具有 相对 的 种 风 稳 定性 ， 双 能够 反映 种 风 间 的 
进化 关系 ， 因 而 成 为 动物 种 赂 鉴定 和 系统 演化 研究 的 一 种 有 效 的 遗传 标记 。 

Pi B (Chiromyscus cpiromis) 是 一 种 非常 珍贵 的 树 栖 鼠 类 ， 在 分 类 学 上 属于 鼠 科 
(Mnuridae)， 鼠 亚 科 (Murinae)， 是 树 鼠 属 (CAirom5scws) 中 唯一 的 种 。 国 外 分 布 于 缅甸 东 
部 、 泰 国 北部 、 越 南 和 老挝 等 地 (Musser，1981; Corbet 等 ，1992)。1993 年 6 月 ， 中 国 
科学 院 昆明 动物 研究 所 从 云南 西双版纳 动 腊 获 得 两 只 锋 体 树 鼠 ， 是 中 国 的 新 记录 ( 王 应 祥 
等 ， 另 文 发 表 )。 

树 鼠 类 极 难 获得 标本 ， 非 常 珍贵 ， 因 此 关于 它们 的 系统 发 育 关 系 的 研究 甚 少 ， 微 观 方 
面 的 研究 几乎 没有 开展 。 我 们 利用 昆明 动物 研究 所 获得 活体 标本 这 一 难得 的 机 会 ， 构 建 了 
树 鼠 的 mtDNA 限制 性 内 切 栈 图谱， 并 与 现 有 的 褐 家 展 、 小 家 展 资 料 比 较 ， 探 讨 其 间 的 
系统 演化 关系 。 


1 材料 和 方法 


1.1 动物 来 源 
BR (Chiromyscus chiropus) 1$ ， 捕 自 云南 省 西双版纳 州 动 腊 县 。 


本 文 1993 年 10 月 9 日 收 到 ， 同 年 12 月 16 日 收 回 
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1.2 试剂 

限制 性 内 切 栈 购 自 华美 生物 技术 公司 RNasel 为 德国 Boehringer Mannheim 公司 产 
ms SDS 为 Servi 进口 分 装 ， 用 时 重 结晶 ;其 他 试剂 均 为 国产 分 析 纯 。 
1.3 mtDNA 提取 和 纯化 

参照 本 实验 室 改进 的 方法 ( 王 文 等 ，1993) 进 行 。 

1.4 限制 性 内 切 酶 消化 

各 种 限制 性 内 切 酶 酶 解 缓 冲 六 采 用 厂家 的 专用 缓冲 滚 ， 酶 解 溶液 体积 为 20 ul， 内 含 -> 
1 ug 左右 的 mtDNA 和 4 一 8 H iph, 37C tE 4—8 h 后， 加 入 175 体 积 的 载 样 组 
hha (10 mmol/L Tris-HCl, 0.2mol/L EDTA, 0.15% Mi, SO%MHTH, pH8.0)% 
止 反应 。 

1.5 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 

配制 1.0% 的 琼脂 糖 平 板 疑 胺 (20 x 30 x0,5 cm), FA Tris 一 础 酸 电 极 缓冲 液 ，2 V / cm 
电压 室温 下 电 访 过 夜 。 紫 外 灯 下 观察 、 拍 照 。 用 驱 酶 解法 构建 限制 性 内 切 醇 图 谱 。 
1.6 亲 绿 关系 分 析 . 

由 于 小 家 鼠 CMs musculus) W45 Z Be. (Rartus norvegicus) 的 mtDNA 全 序列 已 测定 
(Bibb , 1981, Gadaleta 等 ，1989)， 因 而 我 们 可 以 推断 这 些 限 制 性 内 切 酶 在 它们 的 
mtDNA 上 的 切 点 位 置 ， 从 而 推算 限制 性 片段 的 大 小 ， 据 此 分 析 树 鼠 和 两 者 之 间 的 亲缘 关 
系 。 这 一 工作 措 助 Pharmacia 公司 提供 的 DNASIS 软件 在 1BM-PC 386 微机 上 完成 。 

按 Nei 和 Li (1979) 的 公式 : 

Fe (e 7 F / (3-2e7°? 73) 
相当 于 P= 1-[(-F+ +8 Fy! $) 7 2]175 
F=2n,, / (a,ta,) | 

式 中 卫 为 每 一 个 位 点 的 平均 三 基 置 换 度 ， 代 表 物 种 间 的 遗传 距离 ，F 为 物种 间 的 限 
HERRE, n An, 分 别 为 物种 x 和 的 限制 性 片段 数 ，n,, 为 两 物种 间 相 同 的 片 
Br Re. 

根据 限制 性 片段 差异 靶 计 算 各 个 物种 间 的 遗传 距离 。 利 用 UPGMA Xo 
(Sokal 等 ，1973) 和 NJ 法 (Neighbor-Joining method) (Saito 等 ，1987) 构建 这 3 种 鼠 的 
的 分 子 聚 类 图 ， 构 嵌 软 件 由 日 本 Saitama 肿瘤 中 心 研 究 所 DO，Gotobh BLAM., 


2 结果 和 讨论 


HR mtDNA RANEA DRE I E kR EA 1 所 示 。 树 鼠 13 种 酶 限制 性 片段 的 分 
子 量 (kb) 以 及 小 家 鼠 、 神 家 鼠 相 基 片 段 的 分 子 量 见 表 1。 

FA A EA RGR mtDNA 限制 性 内 切 酶 图 谱 见 图 2。 尽 管 我 们 所 用 的 mtDNA 
提取 方法 得 率 达 到 1 一 2 yg / g 组织 ， 但 由 于 鼠 类 个 体 相 对 较 小 ， 获 得 的 DNA 量 有 限 ， 
我 们 只 确定 了 其 中 8 KAR. BIE: Apa 1. Ava 1. Bam HI. 
Bei I, Cla I, Hpa 1. Pst [A Pw Is 
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图 上 WHE íChiromvscus chiropus) mtDNA PR fil HFS a Bk E i 
Fig. 1 The electrophoresis patterns of mtDNA of the Fea's tree mouse digested with 
restnction endonuclease. The abbreviations of enzymes follows those in Table 1 


BS Fill MEADS RIZE 1, M 为 4 DNA / Gind 下 分子量 标记 (kb) 


c BY AH H U HP B EV L AL 


(KB} 


图 2 HE mtDNA 限制 性 内 切 桓 酶 切 图 谱 ( 限 制 性 内 切 酶 简称 同 表 1) 
Fig. 2 The restriction map of mtDNA from the Fea’s tree mouse 


(The abbreviations of enzymes follows Table t) 


反映 3 ASRS ala SHE (LK Aly UPG 和 NJ RK AWA 3, UPG 聚 类 图 上 的 数值 为 
Nei Rif. MAPA, HRB AKA. MRA 0.064, HA 
它们 与 小 家 鼠 的 遗传 距离 (0.125) 的 一 半 。 已 有 的 分 子 生 物 学 资料 (Parker $, 1977; 
Gadeleta #, 1989; Arnason 等 ，1991) 都 表明 小 家 鼠 和 褐 家 鼠 的 分 此 时 间 在 距 今 近 
4000 万 年 以 前 ， 我 们 可 以 推测 ， 树 鼠 与 褐 家 鼠 的 分 岐 时 间 在 距 今 1500—2000 万 年 前 ， 处 
于 中 新 世 早 中 期 。 应 当 指出 的 是 ， 由 于 标本 难得 ， 本 实验 只 分 析 了 1 REEERE, ER 
关系 分 析 时 未 能 考虑 到 可 能 存在 的 个 体 差异 问题 。 然 而 ， 根 据 以 往 的 资料 (Brown， 
1983}, mtDNA RFLP 的 种 内 差异 远 小 于 种 间 差 异 ， 因 此 我 们 推测 ， 树 鼠 的 个 体 差 异 可 
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能 会 影响 到 上 述 分 析 的 具体 数值 ， 但 不 会 改变 3 PRS RARER. 


#1 MBCA. hE RA(ChmtDNA 限制 性 片段 分 子 量 
Tab, 1 The molecular sizes of the restriction fragments of the mtDNA from 
the Fea’s tree mouse (A), mouse(B) and rat (C) 


限制 诲 识别 序 烈 ”物种 切 点 数 限制 性 片段 分 子 且 (kb) 
Apa I (à) GGGCCC 2 to. 43 
11.9, 3.8, 0.5 » 
119, 43 
8.2, 8.0 
13.8, 2.4 
8.9, 5.0, 2.4 
8.3, 6.3, 1.7 
8.3, 6.9, 07, 04 
11.2, 5.1 
6.1, 3.8, 2.3, 2.3, 1.8 
4.1, 41, 4.0, 2.5, 0.8, 0.7 
5.3, 44, 38, 2.8 
13.0, 3.3 — 
10.0, 3.3, 2.7 
13.0, 3.3 
16.3 
11.4, 4.8 
16.3 
43, 3.9, 24, 24, 21, O7, 05 
14.0, 2.1, 0.2 
6.2, 3.9, 3.0, 1.9, 0.7, 0.5. 0.1 
7.8, 7.5, 0.0 
9.5, 6.8 
12.9, 34 
13.0. 2.6, 0.7 
10.4, 3.3, 2.6 
13.7, 2.6 
163 
12.5, 3.8 





Ava I (V) CYCCRG 
Bam HI (B) GGATCC 
Bel I (1) TGATCA 
Bgi I (L) = GCCNSGGC 
Cla I (O) ATCGAT 
Eco RI (E) GAATTC 
Eco RV (R) GATATC 
Hpa I (H) GTTAAC 
Pst I (P) CTGCAG 


Pvu Il (U) CAGCTG 16.3 

12.9, 2.9, 0.5 

15.4, 09 

122, 1.7, 1.1, 0.8, 0.5 
G.I, 5.5, L7 

8.6, 3.6, 23, 1.3, O.5. 0t 
7.2, 6.7, 2.4 

7.6, 5.1, 19, 0.9, 0.5, 0.3 
10.4, 5.9 


$: DRMARR SEE ASME HmtDNASFA (Bibbs, 1981, Gadaleta, 1989). 
ei PB RU ARS) A Mus), Thomas (1925) 把 它 从 小 最 属 中 分 立 出 来 建 
立 了 树 鼠 赂 。 近 期 研究 认为 ， 树 鼠 从 头骨 和 牙齿 结构 来 看 ， 与 白 腹 鼠 属 (Niviventer) (抑或 
AM Rattus 属 中 的 1 个 亚 属 ) 特 别 是 其 中 的 N. cremoriventer WN. langbianis 很 相似 ， 


Sca 1 (S) AGTACT 


Xba I (X) TCTAGA 


AwtmFrFOtrFADFODMrFADPFPHTDPHOMDEFHTDFOTOeHDPrOTDP OTe OD YS 
NAW AWUN WP DAW NEF NYHA DUAN & WW PND Ww 
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a B 
A A 
64 
c 125 c 
a a 


图 3 树 鼠 (A)。、 小 家 鼠 (B) 和 神农 鼠 (C) mDNA TARH 
Fig. 3 The mtDNA dendrograms of the Fea’s tree mouse, the mouse and the rat 
A: UPG, B: NJ 


BNZAMEWNEFRH REE AA, eA Pea, JA H RHEE Mu- 
sser，1981)。 我 们 的 结果 表明 树 鼠 与 褐 家 鼠 的 关系 比 与 小 家 鼠 的 近 1 税 ， 与 近期 形态 学 研 
究 的 结果 一 致 。 我 们 还 根据 分 子 钟 推测 ， 树 鼠 与 宰 家 鼠 的 分 歧 时 间 在 虹 今 1500 一 2000 万 
年 前 ， 处 于 中 新 世 早 中 期 。 这 一 结果 可 望 作为 形态 进化 研究 的 参考 。 

我 们 的 结果 尚 属 初步 ， 今 后 我 们 将 收集 树 鼠 在 形态 学 上 的 近 缘 属 种 (参见 Corbet F, 
1992), 4n Å BR J (Niviventer). ER R(Maxomys). Mi M (Beryimys) ERARE 
(Chiropodomys). MR R(Vandeleuria S, A mIRE E, RH-SHRARE 
及 鼠 科 各 近 缘 属 种 之 问 的 遗传 进化 关系 。 
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THE MITOCHONDRIAL DNA RESTRICTION MAP 
OF THE FEA'S TREE MOUSE (Chiromyscus chiropus) 
AND ITS EYOLUTIONARY RELATIONSHIP 
WITH MOUSE AND RAT 


Lan Hong Chen Zhiping Wang Yingxiang Shi Liming 


(Kunming Institute of Zoology, Academia Sinica 650223) 
Abstract 


In this paper 13 restriction endonucleases, Apa I, Ava I, Bam HI., Bel I, Bel 
I. Cial, Eco RI, Eco RV, Hpa I, Pst I. Pyu I, Sca I, Xba I, were used 
to analyse the mitochondrial DNA of the precious Fea’s tree mouse. Restriction map of 8 
enzymes was obtained by the double—digestion method. According to the RFLPs and molecu- 
lar clock, the genetic relationship among the Fea’s tree mouse, the mouse and the rat was 
estimated. The result show that the Fea's tree mouse is closer to the rat, and that the diver- 
gence time between them is 15-20 x 10° years. 

Key words Mitochondrial DNA, Fea’s tree mouse 
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